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57© Resumen:
Perfeccionamientos introducidos en el objeto de la solici-
tud de patente española nº P 200100995 por: “Kit para
el diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del
polen del olivo y su utilización”. Dichos perfeccionamien-
tos se caracterizan porque el kit comprende un conjunto
de extractos de polen de olivo individualizados, en don-
de cada uno de dichos extractos es un extracto de polen
de olivo procedente de una variedad definida de olivo y
está separado del resto de extractos. De aplicación en el
sector médico-farmacéutico, especialmente, en el campo
de los análisis clínicos y la inmunoterapia. Dicho kit me-
jorado puede ser utilizado en el diagnóstico de la alergia
al polen de olivo de una variedad definida de olivo y en
el diseño de vacunas hiposensibilizantes personalizadas
para su administración a un sujeto para tratar la alergia al
polen de una o varias variedades definidas de olivo.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCIÓN
Perfeccionamientos introducidos en el objeto de la solicitud de patente española nº P 200100995 por: “Kit para el
diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen del olivo y su utilización”.
Campo de la invención
La invención se encuadra dentro del sector médico-farmacéutico, especialmente, en el campo de los análisis clí-
nicos y la inmunoterapia. En general, la invención se relaciona con un sistema para el diagnóstico de alergia al polen
de olivo de una variedad definida de olivo basado en el análisis de la reactividad de un sujeto frente a un conjunto
de extractos de polen de olivo individualizados procedentes de diferentes variedades definidas de olivo. A partir del
diagnóstico obtenido pueden elaborarse vacunas hiposensibilizantes personalizadas para su administración a un sujeto
con el fin de tratar dicha alergia al polen de una o varias variedades definidas de olivo.
Antecedentes de la invención
En la solicitud de patente española nº P200100995 puede encontrarse una amplia referencia a sistemas convencio-
nales para el diagnóstico y tratamiento de la alergia al polen de olivo. Dicha solicitud de patente española describe y
reivindica un kit para el diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen del olivo caracterizado porque
dicho kit incluye una mezcla de extractos de polen procedentes de diversas variedades del olivo (Olea europaea), de
acebuche, y de otros miembros de la familia Oleaceae (Fraxinus, Ligustrum, Phillyrea, Forsytia, Jasminum, Syringa),
escogidas específicamente entre las variedades de un área geográfica.
El olivo (Otea europaea L.) es uno de los cultivos de mayor importancia en el área Mediterránea, donde ha sido
cultivado durante milenios. El cultivo extensivo de esta planta ha conducido a la aparición de un germoplasma extre-
madamente amplio y variado. A modo ilustrativo merece la pena citar que sólo en el Sur de España se han identificado
más de 150 cultivares diferentes cuya distribución territorial ha sido caracterizada [Barranco D. Variedades y Patrones.
In: Barranco D, Fernández-Escobar D, Rallo L, editors. El cultivo del olivo. Madrid: Junta de Andalucía/Ediciones
Mundi-Prensa, 1997;61-79; Barranco D, Rallo L. Las variedades de olivo cultivadas en Andalucía. Madrid: Ministerio
de Agricultura-Junta de Andalucía. 1984]. Hasta muy recientemente, la caracterización de los cultivares de olivo se
ha realizado primariamente de acuerdo a parámetros morfológicos y agronómicos. Sin embargo, está emergiendo la
utilización de técnicas moleculares con la finalidad de hacer esta caracterización varietal mucho más fiable, rápida y
sencilla.
El polen del olivo es uno de los más importantes agentes causales de fenómenos de alergia (polinosis) estacional en
humanos, más concretamente de las alergias de tipo I, en aquellos países en los que esta planta está ampliamente distri-
buida. De hecho, la alergia al polen de olivo representa actualmente un tópico de salud pública. Los síntomas asociados
a esta alergia van desde un síndrome irritativo de vías altas, con estornudos, rinorrea, obstrucción de las vías nasales,
faringitis con distintas manifestaciones clínicas en el caso de la rinitis alérgica frecuente y cuadros de conjuntivitis
alérgica hasta los más graves correspondientes al asma. La expresión “alergia al polen de olivo”, incluye, en general,
no solo alergia al polen de olivo de las variedades de olivo cultivadas sino también a olivo silvestre (acebuche).
Algunas de las proteínas del polen del olivo (Ole e 1, Ole e 2, Ole e 3, Ole e 4, Ole e 5, Ole e 6, Ole e 7, Ole e
8, Ole e 9 y Ole e 10) son capaces de unirse a anticuerpos IgE humanos, y, por tanto, pueden ser catalogadas como
alérgenos. Las proteínas Ole e 1 y Ole e 2, en particular, la Ole e 1, son los alérgenos mayoritarios del polen de olivo
y son las responsables de la gran mayoría de los casos de alergia al polen de olivo.
El diagnóstico de la hipersensibilidad al polen de olivo incluye una serie de test específicos entre los que se inclu-
yen los denominados SPTs (skin prick tests), pruebas intradérmicas, las pruebas de tipo RAST (radioallergosorbent
test), pruebas para la determinación de IgE sérica específica, las pruebas de liberación de histamina, y las pruebas de
provocación conjuntival, nasal o bronquial [The Merck Manual of Diagnosis and Therapy. 17th. Edition. Beers MH
and Berkow R Eds. Internet Edition: Medical Services USMEDSA NSHH. www.merck.com/pubs/mmanual/].
El tratamiento de los pacientes con alergia al polen de olivo mediante inmunoterapia con alérgenos (también
denominada vacunación con alérgenos, hiposensibilización o desensibilización) constituye un tratamiento de elección
aun cuando la exposición al agente alergénico sea reducida (tal es el caso de numerosos pólenes), y el tratamiento
terapéutico sea capaz de reducir suficientemente los síntomas. Este tipo de tratamientos se basa en la inyección repetida
del alérgeno de forma subcutánea en dosis gradualmente crecientes consiguiéndose a largo plazo una prevención de la
progresión de la hiperreactividad bronquial.
Tanto la diagnosis como el tratamiento de la alergia al polen del olivo se basan actualmente en la utilización
de extractos proteicos obtenidos a partir de dicho polen mediante diversos procedimientos. Aunque la mayoría de
los pacientes son alérgicos a un número limitado de alérgenos “mayoritarios” del polen de olivo, existen numerosos
alérgenos distintos en una misma fuente. En realidad, puede asumirse que cualquier proteína del material alergénico
puede actuar potencialmente como un alérgeno. Por tanto, un aspecto importante a considerar en la determinación de la
calidad de las vacunas alergénicas radica en que posean la mayor complejidad posible en su composición. Otro aspecto
a tener en cuenta, dada la complejidad de los extractos alergénicos y la variabilidad de los procedimientos de extracción
y del material de partida, radica en la estandarización de los extractos que van a ser usados. Dicha estandarización
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se realiza a nivel internacional según recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) a través de
la Unión Internacional de Sociedades de Inmunología, Subcomité de Estandarización de Alérgenos [WHO Expert
Committee on Biological Standardisation. Guidelines for the preparation and establishment of reference materials and
reference reagents for biological substances. WHO Technical Report Series No. 626, 1978].
Diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una elevada variabilidad en el contenido alergénico del
polen del olivo (y en consecuencia en los extractos producidos a partir de dicho polen) procedente de diversas distri-
buciones geográficas, y, en concreto, de distintas variedades de olivo. En la gran mayoría de los estudios publicados,
el material de trabajo utilizado corresponde a polen maduro de origen indeterminado. Existe, sin embargo, un número
muy limitado de trabajos que han utilizado polen de olivo en los que se ha realizado, al menos, una discriminación en
cuanto a la distribución geográfica de la fuente de material. En dichos estudios se han observado claras diferencias en
cuanto a la reactividad del suero de pacientes alérgicos españoles frente a extractos de polen procedente de California
[Boluda L, Alonso C and Fernández-Caldas E. Purification, characterization, and partial sequencing of two new aller-
gens of Olea europaea. J. Allergy Clin. Immunol. 1998;101:210-216], así como diferencias cuantitativas en los niveles
de ciertos alérgenos entre extractos de diversas procedencias en España e igualmente de California [Martínez, A, As-
turias JA, Palacios R, Sanz ML, Sánchez G, Oehling A, Martínez J. Identification of a 36-kDa olive-pollen allergen
by in vitro and in vivo studies. Allergy 1999;54:584-592]. En este sentido, pueden considerarse pioneros los estudios
realizados en Israel [Waisel Y, Geller- Bernstein C, Keynan N, Arad G. Antigenicity of the pollen proteins of various
cultivars of Olea europaea. Allergy 1996;51: 819-825; y Geller-Bernstein C, Arad G, Keynan N, Lahoz C, Cardaba B,
Waisel Y. Hypersensitivity to pollen of Olea europaea in Israel. Allergy 1996;51:356-359] teniendo como referencia
la utilización de polen de olivo de diferentes variedades autóctonas y extranjeras. Estos estudios han mostrado claras
diferencias en cuanto a la composición cuantitativa/cualitativa de alérgenos en dichos extractos así como en cuanto a
la reactividad de los sueros de pacientes.
El empleo de extractos proteicos de polen de olivo utilizados habitualmente tanto con fines de diagnóstico como
de hiposensibilización (vacunas) preparados a partir de mezclas de polen de olivo pertenecientes a variedades inde-
terminadas (no definidas) de olivo conlleva, por una parte, errores de diagnóstico de los sujetos alérgicos, y, por otra
parte, éxitos limitados en los tratamientos de inmunoterapia de tales sujetos.
Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar sistemas alternativos de diagnóstico y tratamiento de la alergia al
polen de olivo que superen los inconvenientes previamente mencionados.
Compendio de la invención
La invención se basa en el empleo de un conjunto de extractos de polen de olivo individualizados, en donde cada
uno de dichos extractos de polen de olivo es un extracto de polen de olivo procedente de una variedad definida de
olivo diferente y está separado del resto de extractos de polen de olivo, en el diagnóstico de la hipersensibilidad frente
a alérgenos del polen de olivo. De esta manera no solo se consigue identificar la variedad definida de olivo cuyo polen
es el agente causal del proceso alérgico en un sujeto, eliminando o minimizando el riesgo de errores de diagnóstico,
sino, además, facilitar el diseño de una inmunoterapia personalizada más eficiente ya que al sujeto en necesidad de
tratamiento se le administrará el extracto o los extractos de polen adecuados, con lo que se consigue un incremento
significativo en la eficacia del tratamiento terapéutico.
Los estudios llevados a cabo por los inventores constituyen la base del desarrollo de un kit a nivel experimental
para el diagnóstico de hipersensibilidad al polen del olivo, capaz de discriminar entre las variedades definidas de
olivo de mayor difusión regional/comarcal causantes de la alergia. A partir de ese diagnóstico, se pueden desarrollar
las bases para la producción de vacunas hiposensibilizantes personalizadas para su empleo en inmunoterapia que
incluyen extractos de polen de olivo de las variedades definidas de olivo causantes de la alergia en las proporciones
adecuadas. Ambos aspectos están estrechamente relacionados.
Las enseñanzas contenidas en este documento pueden ser aplicadas en casos de sujetos sospechosos de padecer
alergia al polen de olivo. En casos de sujetos sintomáticos con diagnóstico ambiguo de alergia a polen del olivo, así
como en casos de pacientes tratados mediante inmunoterapia sin disminución de síntomas, también seria recomendable
efectuar un nuevo diagnóstico basado en las enseñanzas contenidas en este documento.
En un aspecto, la invención se relaciona con unos perfeccionamientos introducidos en el objeto de la solicitud
de patente española nº P200100995 por “Kit para el diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen
del olivo y su utilización”, caracterizados porque dicho kit comprende un conjunto de extractos de polen de olivo
individualizados, en donde cada uno de dichos extractos de polen de olivo es un extracto de polen de olivo procedente
de una variedad definida de olivo y está separado del resto de extractos de polen de olivo.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un kit que comprende un conjunto de extractos de polen de olivo
individualizados, en donde cada uno de dichos extractos de polen de olivo es un extracto de polen de olivo procedente
de una variedad definida de olivo diferente y está separado del resto de extractos de polen de olivo.
En otro aspecto, la invención se relaciona con el empleo de dicho kit en (i) un método in vivo o in vitro para diagnos-
ticar la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo, o (ii) en la elaboración de vacunas personalizadas,
específicas, de hiposensibilización frente a alérgenos del polen de olivo de variedades definidas de olivo.
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En otro aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro para diagnosticar la alergia al polen de olivo de
una variedad definida de olivo en un sujeto, que comprende determinar, en una muestra biológica de dicho sujeto, el
título de IgE frente a alérgenos presentes en cada uno de los extractos de polen de olivo contenidos en dicho kit.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro para (i) determinar la evolución del curso de la
alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, o para (ii) evaluar la eficacia de un tratamiento
contra la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, que comprende determinar, en una
muestra biológica de dicho sujeto, el título de IgE y el título de IgG, frente a alérgenos presentes en cada uno de los
extractos de polen de olivo contenidos en dicho kit.
Breve descripción de las figuras
La Figura 1 es un gráfico en el que la serie representada por columnas muestra los valores relativos del contenido
de alérgeno mayoritario del olivo (Ole e 1) en el polen de diez cultivares modelo. Dichos valores han sido obtenidos
por densitometría en inmunoblots de extractos proteicos crudos de polen, probados con un anticuerpo monoclonal
específico anti-Ole e 1. La variedad con mayor contenido en alérgeno (Lechín) aparece con valor de 100%, mien-
tras que el resto de cultivares tienen contenidos relativos menores que llegan a ser de sólo un 17,9% en la variedad
Gorda] Sevillana. Sobre ese gráfico se superponen (en forma de línea continua) los valores medios de reactividad
(medida del área de reacción en mm2) de 30 pacientes diagnósticados de alergia al polen del olivo tras ser sometidos
a pruebas de SPT (skin prick test) con extractos diluidos de dichos cultivares. Se puede observar un buen nivel de
correlación entre el contenido relativo de alérgeno de cada cultivar y la reactividad media de los pacientes a los extrac-
tos correspondientes, aunque esta correlación no es absoluta como se desprende de la interpretación de las Figuras 2
y 3.
La Figura 2 es un gráfico en el que se representa la reactividad individualizada de tres pacientes a SPTs utilizando
extractos proteicos crudos de los diez cultivares propuestos como modelo. En los tres pacientes aparece reactividad
elevada al control positivo (histamina), así como a extractos de Olea europaea procedentes de kits comerciales de
evaluación de alergia en los que no se especifican los cultivares utilizados como fuente. En el caso de los pacientes #1
y #3, aparece reactividad positiva a diversos cultivares modelo, incluso con valores de área mayores que los aparecidos
frente al extracto comercial (e.g., a la variedad Loaime en el caso del paciente #1, y a las variedades Loaime y Lechín
en el caso del paciente #3). Por el contrario, la reactividad es generalmente reducida en todos los casos a las variedades
Frantoio, Gordal y Arbequina. En el caso del paciente #2, todas los cultivares produjeron menor reactividad que el
extracto comercial.
La Figura 3 es un gráfico en el que se representa la reactividad individualizada de tres pacientes a SPTs utilizando
extractos proteicos crudos de los diez cultivares propuestos como modelo. En los tres pacientes aparece reactividad
elevada al control positivo (histamina), pero no a extractos de Olea europaea procedentes de kits comerciales de
evaluación de alergia, al tratarse de pacientes sometidos a inmunoterapia prolongada. Sin embargo, puede apreciarse
el mantenimiento de una importante reactividad frente a extractos de ciertas variedades.
Descripción detallada de la invención
En un aspecto, la invención se relaciona con unos perfeccionamientos introducidos en el objeto de la solicitud
de patente española nº P200100995 por “Kit para el diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen
del olivo y su utilización”, caracterizados porque dicho kit comprende un conjunto de extractos de polen de olivo
individualizados, en donde cada uno de dichos extractos de polen de olivo es un extracto de polen de olivo procedente
de una variedad definida de olivo y está separado del resto de extractos de polen de olivo.
Por tanto, en un aspecto, la invención se relaciona con un kit, en adelante kit de la invención, que comprende un
conjunto de extractos de polen de olivo individualizados, en donde cada uno de dichos extractos de polen de olivo
es un extracto de polen de olivo procedente de una variedad definida de olivo diferente y está separado del resto de
extractos de polen de olivo.
El término “olivo”, tal como aquí se utiliza, incluye cualquier miembro de la especie Olea europaea L.
Asimismo, el término “variedad definida” de olivo tal como aquí se utiliza se refiere a cualquier variedad de olivo
descrita e identificada, conocida actualmente por los expertos en la materia, o que puedan llegar a ser descritas e
identificadas más adelante puesto que las enseñanzas de la presente invención podrán extenderse a dichas variedades
definidas de olivo que pueden ser identificadas y catalogadas en fecha posterior a la de la presentación de esta solicitud
de patente. En una realización particular, dicha variedad definida es una variedad definida de olivo en España, tal
como cualquiera de las variedades definidas de olivo catalogadas y descritas en el libro: “Variedades de olivo en
España” [Luis Rallo, Diego Barranco, Juan M. Caballero, Carmen del Rio, Antonio Martín, Joan Tous, Isabel Trujillo
(editores). 2005. Variedades de olivo en España. Junta de Andalucía, MAPA y Ediciones Mundi-Prensa. Madrid], por
ejemplo: alfafara, aloreña, arbequina, blanqueta, castellana, changlot real, cornicabra, empeltre, farga, gordal sevillana,
hojiblanca, lechín de Granada, lechín de Sevilla, manzanilla cacereña, manzanilla de Sevilla, morisca, morrut, picual,
picudo, sevillenca, verdial de Badajoz, verdial de Huévar, verdial de Vélez-Málaga, Villalonga, argudell, callosita,
pico limón, vera, azul, corbella, gordalejo, tomatillo etc.
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El término “conjunto”, tal como aquí se utiliza se refiere a, al menos, un extracto de polen de olivo individua-
lizado, procedente de una variedad definida de olivo diferente, por ejemplo, 1, 2 o más extractos de polen de olivo
individualizados, procedentes de variedades definidas de olivo diferentes. El número de extractos de polen de olivo
individualizados, procedentes de variedades definidas de olivo diferentes, que pueden estar presentes en el kit de la
invención puede variar dentro de un amplio intervalo. A modo ilustrativo, el kit de la invención puede contener, al
menos, 1 ó 2, típicamente, al menos, 6, ventajosamente, al menos, 12, preferentemente, al menos, 24, más preferente-
mente, al menos, 48, y, aún más preferentemente, al menos, 98, extractos de polen de olivo individualizados, cada uno
de ellos procedente de una variedad definida de olivo diferente. De las aproximadamente 250 variedades definidas de
olivo existentes en España hay 24 variedades principales, 24 variedades secundarias y 50 variedades difundidas, sien-
do las restantes muy poco representativas, tal como se menciona en el libro “Variedades de olivo en España” (citado
supra).
Tal como aquí se utiliza, el término “individualizado” se refiere a que cada uno de los extractos de polen de olivo
presentes en el kit de la invención (i) procede de una única variedad definida de olivo y (ii) está separado (es decir,
no mezclado) del resto de los extractos de polen de olivo incluidos en el conjunto de extractos de polen del kit de la
invención.
Los extractos de polen de olivo individualizados que pueden estar presentes en el kit de la invención pueden obte-
nerse por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia a partir de distintas variedades definidas de
olivo. Existen diferentes métodos de obtención de extractos de polen de olivo; algunos de dichos métodos comprenden
la etapa de someter el polen a un proceso de extracción en medios acuosos, hidroalcohólicos, soluciones salinas etc.,
con un paso previo opcional de disrupción física del polen (por ejemplo, mediante molido en mortero con adición de
nitrógeno líquido), mediante difusión pasiva al medio acuoso por periodos más o menos prolongados, procedimientos
de re-extracción secuencial, diálisis posterior, etc.
Debido a la complejidad de la composición química de los extractos alergénicos de polen de olivo, como conse-
cuencia, entre otros factores, de la variabilidad de los métodos de extracción y del material de partida utilizados, es
conveniente proceder a la estandarización de los extractos de polen de olivo que van a ser utilizados. Dicha estan-
darización se lleva a cabo siguiendo las recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) a través
de la Unión Internacional de Sociedades de Inmunología, subcomité de estandarización de alérgenos [WHO Expert
Committee on Biological Standardisation. Guidelines for the preparation and establishment of reference materials and
reference reagents for biological substances. WHO Technical Report Series No. 626, 1978]. Aunque dicha organi-
zación mantiene diversos patrones, la mayoría de los productores de extractos de polen de olivo poseen sus propios
patrones internos para su propia referencia.
Por tanto, en una realización particular, los extractos de polen de olivo individualizados presentes en el kit de la
invención están “estandarizados”. La estandarización de dichos extractos requiere una caracterización de los mismos
mediante procedimientos in vitro, tales como, por ejemplo, análisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE), isoelectroenfoque (IEF), inmunoelectroforesis cruzada (CIE), etc.
Igualmente debe expresarse la potencia de cada extracto en unidades de eficacia clínica. Se han establecido distintas
unidades comparativas de potencia inmunológica como las denominadas SQ (standardized quality), HEP (histamine
equivalent prick), BU (biological unit) en Europa, y las unidades AU (allergy units) o BAU (bioequivalent allergy
unit) en Estados Unidos. En una realización concreta, la estandarización de los extractos de polen de olivo individua-
lizados presentes en el kit de la invención se lleva a cabo mediante SDS-PAGE, CIE, ELISA y ensayos clínicos, y,
opcionalmente, cuantificándose el alérgeno mayoritario [e.g., Ole e 1] y su potencia inmunológica en función del tipo
de ensayo al que va destinado el extracto (diagnóstico/terapéutico, in vivo o in vitro). La concentración del alérgeno
mayoritario, e.g. Ole e 1, en el extracto puede variar dentro de un amplio intervalo y, en cualquier caso, puede ser
establecida por un experto en la materia. A modo ilustrativo, no limitativo, la concentración del alérgeno mayoritario,
e.g. Ole e 1, en el extracto puede llegar a ser de hasta 100 µg/ml (aunque concentraciones superiores también pueden
utilizarse si fuera necesario).
Cada uno de los extractos de polen de olivo individualizados presente en el kit de la invención puede presentarse en
forma de extractos crudos, aislados, parcialmente purificados, adsorbidos (e.g., sobre hidróxido de aluminio, fosfato
de calcio, etc.), o modificados, en soluciones acuosas, oleosas, depot, polimerizadas, encapsulados en liposomas, etc.
El conjunto de extractos de polen de olivo individualizados presente en el kit de la invención puede incluir extractos
de polen de olivo de prácticamente cualquier variedad de olivo, tanto autóctonas de una determinada área geográfica
como autóctonas de otras áreas geográficas, por ejemplo, variedades de olivo locales, comarcales, regionales, naciona-
les o extranjeras; no obstante, en una realización particular, el conjunto de extractos de polen de olivo individualizados
presente en el kit de la invención comprende los extractos de polen de olivo de las variedades de olivo más comunes
en un área geográfica determinada. En general, debido a las aplicaciones tanto en diagnóstico como en terapia del kit
de la invención, dicha área geográfica determinada corresponderá a la región geográfica por donde habitualmente se
mueve el sujeto del que se desea conocer su hipersensibilidad frente al polen de una determinada variedad definida de
olivo; en este sentido, en una realización concreta, dicho kit incluirá los extractos de polen de olivo correspondientes
a las variedades definidas de olivo dominantes de un área geográfica determinada (que corresponderá a la zona por
donde habitualmente se mueve el sujeto en estudio) y, si se desea, extractos de polen de olivo correspondientes a las
variedades de olivo secundarias de dicha área geográfica.
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El término “sujeto”, tal como aquí se utiliza, incluye a cualquier animal susceptible de inducir una respuesta inmune
en respuesta a un antígeno, por ejemplo, un mamífero, incluido el ser humano. En una realización particular, dicho
sujeto reside habitualmente en Andalucía y, el kit de la invención incluye extractos de polen de olivo correspondientes
a las variedades definidas de olivo dominantes y, si se desea, secundarias, de área geográfica (Andalucía), tales como,
por ejemplo, Lucio, Picual, Loaime, Hojiblanca, Arbequina, Lechín de Sevilla, Verdial de Vélez-Málaga, Picudo,
Manzanilla de Sevilla, Gordal Sevillana, Cornicabra, Lechín de Granada, Sevillenca, y Acebuche.
Los distintos extractos de polen de olivo individualizados que constituyen el conjunto de extractos de polen de olivo
individualizados del kit de la invención están contenidos en contenedores o recipientes apropiados. Prácticamente
cualquier tipo de contenedor puede ser utilizado, por ejemplo, frascos, tubos, ampollas, etc. La naturaleza de los
contenedores no es crítica siempre y cuando no afecte adversamente a la estabilidad del extracto de polen; a modo
ilustrativo, dichos contenedores pueden ser de cristal, vidrio, plástico, etc.
El kit de la invención comprende, además, si se desea, controles positivos (i.e. histamina hidroclórica), negativos
(el mismo tampón en que se realizan las diluciones de los extractos, agua destilada, suero fisiológico, soluciones
glicerinadas, extractos de polen de variedades definidas de olivo con baja/nula reactividad, extractos de polen de
variedades irrelevantes, etc.).
Una característica distintiva del kit de la invención frente a otros kits conocidos, por ejemplo, kits para el diag-
nóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen del olivo conocidos, radica en que los distintos extractos de
polen de olivo que constituyen el conjunto de extractos de polen de olivo individualizados del kit de la invención no
están mezclados unos con otros sino que están separados entre sí y mantienen su individualidad. Otra característica
distintiva radica en que, al conocerse la variedad definida de olivo de la que procede cada uno de dichos extractos de
polen de olivo, el kit de la invención puede ser utilizado eficientemente tanto con fines de diagnóstico para identificar
la variedad concreta de olivo cuyo polen provoca una reacción alérgica (hipersensibilidad) en un sujeto (de hecho,
el kit de la invención permite detectar la variedad de olivo frente a cuyo polen puede estar sensibilizado un sujeto
lo que garantiza el diagnóstico) como con fines terapéuticos al permitir seleccionar los extractos apropiados para el
diseño y desarrollo de la inmunoterapia a administrar al sujeto en necesidad de tratamiento, facilitando de este modo
el tratamiento terapéutico a administrar al sujeto.
En una aplicación práctica, el kit de la invención puede ser utilizado en el diagnóstico de alergia al polen de olivo
de una variedad definida de olivo. Un sujeto puede tener alergia al polen de olivo de una o más variedades definidas
de olivo. El kit de la invención puede ser utilizado para identificar la variedad o variedades definidas de olivo a cuyo
polen un sujeto es alérgico.
Por tanto, en otro aspecto, la invención se relaciona con el empleo del kit de la invención en un método in vitro
o in vivo para el diagnóstico de la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto. Dichos
métodos in vitro o in vivo para el diagnóstico de la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo se
basan en el empleo de técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia que serán mencionadas más
adelante. En una realización particular, el kit de la invención comprende extractos de polen de olivo correspondientes
a las variedades definidas de olivo dominantes o principales y, si se desea, secundarias, del área geográfica por donde
se mueve el sujeto en estudio.
En otro aspecto, la invención se relaciona con un método in vivo para el diagnóstico de la alergia al polen de olivo
de una variedad definida de olivo en un sujeto que comprende aplicar a un sujeto una cantidad adecuada de cada uno
de los extractos de polen de olivo individualizados contenidos en el kit de la invención y evaluar la reacción en el
sujeto.
Para la puesta en práctica de este método de diagnóstico in vivo puede realizarse cualquiera de las pruebas in vivo
convencionales tales como, por ejemplo, Skin Prick Test (SPT), pruebas intradérmicas, pruebas de provocación nasal,
oral, bronquial y/o conjuntival (oftálmica), etc. [van Hage-Harnsten M, Pauli G. Provocation testing with recombinant
allergens. Methods. 2004; 32(3):281-91].
La invención también se relaciona, en otro aspecto, con un método in vitro para el diagnóstico de la alergia al polen
de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, que comprende determinar, en una muestra biológica de dicho
sujeto, el título de IgE frente a alérgenos presentes en cada uno de los extractos de polen de olivo contenidos en el
kit de la invención. Este método permite, asimismo, identificar la variedad definida de olivo cuyo polen es el agente
causal de alergia en un sujeto.
Tal como aquí se utiliza, el término “muestra biológica de un sujeto” incluye a cualquier muestra del sujeto suscep-
tible de contener inmunoglobulinas, por ejemplo, sangre completa, suero o plasma, secreciones nasales y bronquiales,
lágrimas, leche materna, cordón umbilical, etc.
En una realización particular, el kit de la invención comprende extractos de polen de olivo correspondientes a las
variedades definidas de olivo dominantes y, si se desea, secundarias, del área geográfica por donde se mueve el sujeto,
así como extractos de polen de olivo correspondientes a las variedades definidas de olivo a las que el sujeto presenta
hipersensibilidad.
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En una realización particular, la puesta en práctica de este método comprende la realización de pruebas in vitro
basadas en el empleo de técnicas que comprenden la detección del alérgeno (por ejemplo, mediante inmunoensayos,
etc.) y la visualización del complejo formado mediante cualquier método apropiado (e.g., colorimétrico, fluorimétrico,
quimioluminiscente, radiactivo, etc.). Los soportes en los que se llevan a a cabo esas técnicas pueden ser muy variados
y son conocidos por los técnicos en la materia. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas técnicas incluyen las
técnicas conocidas como inmunoblots, inmunodots, inmunoensayos quimioluminiscentes, RIST [radioimmunosorbent
test (ensayo de radioinmunoabsorción)], PRIST [paper radioimmuno-sorbent test (ensayo de radioinmunoabsorción
en papel)], RAST [radioallergosorbent test (ensayo de radioalergoabsorción)], ELISA (ensayo de inmunoabsorción
con enzima ligada), RIA (radioinmunoensayo), FEIA [fluorescent enzyme immune assay (inmunoensayo enzimático
fluorescente)], etc., incluyendo el empleo de sistemas de diagnóstico comerciales disponibles (e.g., Phadebas RAST,
CAP, ImmunoCAP, UniCAP, CAP FEIA, AlaSTAT, INMULITE, FAST, IgEquick, CMG Immunodot, etc.), producidos
o suministrados por diversas compañías comerciales, tales como Pharmacia Diagnostics, CMG Laboratorios, DPC,
etc., y/o la determinación de la activación de células T, la activación de basófilos, la liberación de histamina, etc.
En una realización particular, dicho método comprende poner en contacto una muestra biológica de dicho sujeto,
por ejemplo, una muestra de suero, con cada uno de los extractos, por separado, de polen de olivo individualizados
contenidos en el kit de la invención y determinar el título de anticuerpos IgE frente a los alérgenos presentes en dichos
extractos. La determinación del título de inmunoglobulinas (IgE) frente a los alérgenos contenidos en los extractos
de polen de olivo individualizados contenidos en el kit de la invención puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por el experto en la materia. En una realización particular, la determinación del título de IgE especifica
comprende analizar la reacción alérgeno-inmunoglobulina (IgE) presente en la muestra biológica del sujeto, visua-
lizar la formación de dicho complejo y determinar la variedad de olivo responsable de la alergia en el sujeto. La
visualización del complejo puede llevarse a cabo por métodos convencionales, por ejemplo, mediante métodos colo-
rimétricos, fluorimétricos, quimioluminiscentes, radioisotópicos, de medidas de densidad óptica (absorbancia), otras
técnicas asociadas: planimetría, recuento celular, citometría de flujo, etc. Una referencia general sobre estas técnicas
puede encontrarse en “Enfermedades Respiratorias. Utilidad del Laboratorio”. Segunda Edición. Editores: P. Ancic
Cortez, T. Clark, R. Rodriguez-Roisin, R. Paredes Martinez. Facultad de Medicina, Universidad de Chile Y The Bri-
tish Council (http://www.med.uchile.cl/otros/dra−ancic/libro.html).
Para establecer si un sujeto padece alergia se aplicarán, en general, los límites normales ya establecidos. Como es
conocido, la IgE sérica total está presente normalmente en cantidades del orden de ng/ml, encontrándose aumentada en
diferentes condiciones alérgicas, en enfermedades virales y parasitarias, y en ciertas inmunodeficiencias. El valor de
IgE sérica total se expresa normalmente en unidades internacionales (UI) por ml (1 UI = 2,4 ng de proteína). El nivel de
IgE varía con la edad; en la sangre de cordón de recién nacidos normales es interior a 0,5 UI/ml, y en el adulto normal
es alrededor de 20 UI/ml (normalmente inferior a 80 UI/ml). A partir de los 14 años se considera anormalmente elevada
una IgE mayor de 333 UI/ml (800 ng/ml). En personas atópicas el nivel de IgE es usualmente 3 a 5 veces más elevado.
Para determinar si la alergia es específicamente producida por polen de olivo se recurre a técnicas de diagnóstico como
las descritas anteriormente para determinar los niveles de IgE específica frente a alérgenos de polen de olivo. Como
ejemplo se citan a continuación unos valores comúnmente aceptados para establecer el grado de sensibilidad de un
paciente mediante el sistema CAP comercializado por Phanmacia, de amplia difusión:
La invención también se relaciona, en otro aspecto, con un método in vitro para (i) determinar la evolución del
curso de la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, o para (ii) evaluar la eficacia
de un tratamiento contra la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, que comprende
determinar, en una muestra biológica de dicho sujeto, el título de IgE y el título de IgG, frente a alérgenos presentes
en cada uno de los extractos de polen de olivo contenidos en el kit de la invención.
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En una realización particular, el kit de la invención comprende extractos de polen de olivo correspondientes a las
variedades definidas de olivo dominantes y, si se desea, secundarias, del área geográfica por donde se mueve el sujeto,
así como extractos de polen de olivo correspondientes a las variedades definidas de olivo a las que el sujeto presenta
hipersensibilidad.
La puesta en práctica de este método comprende la realización de pruebas in vitro basadas basadas en el empleo
de técnicas de RIST, PRIST, RAST, ELISA, RIA, FEIA, etc., incluyendo el empleo de sistemas de diagnóstico co-
merciales disponibles (e.g., Phadebas RAST, CAP, ImmunoCAP, UniCAP, CAP FEIA, AlaSTAT, INMULITE, FAST,
IgEquick, CMG Immunodot, etc.), producidos o suministrados por diversas compañías comerciales, tales como Phar-
macia Diagnostics, CMG Laboratorios, DPC, etc., y/o la determinación de la activación de células T, la activación de
basófilos, la liberación de histamina, etc., tal como se ha mencionado previamente.
En una realización particular, dicho método comprende poner en contacto una muestra biológica de dicho sujeto,
por ejemplo, una muestra de suero, con cada uno de los extractos, por separado, de polen de olivo individualizados
contenidos en el kit de la invención y determinar el título de anticuerpos IgE e IgG, frente a los alérgenos presentes
en dichos extractos. La determinación de la IgG resulta especialmente interesante para evaluar el seguimiento de las
terapias aplicadas al sujeto en tratamiento. De este modo, este método puede ser utilizado para determinar la evolución
del curso de la alergia en el sujeto (opcionalmente sometido a un tratamiento), así como para evaluar la eficacia de un
tratamiento anti-alérgico administrado a un sujeto que padece alergia al polen de olivo.
La determinación del título de inmunoglobulinas (IgE e IgG) frente a los alérgenos contenidos en los extractos
de polen de olivo individualizados contenidos en el kit de la invención puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por el experto en la materia, tal como se ha mencionado previamente, por ejemplo, analizando la formación
de complejos alérgeno-inmunoglobulina (IgE o IgG) presente en la muestra biológica del sujeto.
El empleo del kit de la invención en un método in vitro para (i) determinar la evolución del curso de la alergia
al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, o para (ii) evaluar la eficacia de un tratamiento
contra alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, constituye un aspecto adicional de esta
invención.
Una característica de la presente invención es que permite el diseño combinado de métodos de diagnóstico de
la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo e inmunoterapias desensibilizantes personalizadas que
comprende, por una parte, el diagnóstico discriminatorio a variedades de olivo y, por otra parte, la preparación de
vacunas personalizadas para inmunoterapia.
Diagnóstico discriminatorio a variedades
El conjunto de extractos de polen de olivo de variedades definidas mencionado a lo largo de esta descripción cons-
tituye la base de un kit experimental para el diagnóstico discriminatorio a variedades de olivo. De hecho, los pacientes
sintomáticos sospechosos de poseer hipersensibilidad tipo I frente a aeroalérgenos (e.g., polen de olivo) son chequea-
dos en una primera aproximación mediante un test SPT con un kit que contendría extractos alergénicos comunes, entre
los que se encontrarían diversas mezclas de extractos de polen de olivo correspondientes a las variedades de olivo do-
minantes en el área geográfica por donde habitualmente se mueve el sujeto en estudio (e.g., la comunidad autónoma
donde reside, trabaja, descansa, etc.). Tras esta primera aproximación, y en el caso de que el resultado fuera positivo,
se procedería a determinar la reactividad frente a los diversos extractos de polen de olivo individualizados, contenidos
en el kit de la invención, procedentes de variedades definidas de olivo, tanto dominantes como secundarias, presentes
en el área geográfica por donde se mueve el sujeto en estudio con objeto de ajustar en el mayor grado posible la(s)
variedad(es) definidas de olivo responsables de la hipersensibilidad. Para ello puede realizarse un test SPT, pruebas
intradérmicas, o cualquier otra de las pruebas de determinación de IgE sérica específica previamente mencionadas,
por ejemplo, pruebas RAST, pruebas de liberación de histamina, pruebas de provocación conjuntival, oral, nasal o
bronquial con ligeras modificaciones, etc. Obviamente, dicho kit incluirá tanto controles positivos (i.e. histamina hi-
droclórica, etc.), como controles negativos (el mismo tampón en que se realizan las diluciones de los extractos, agua
destilada, suero fisiológico, soluciones glicerinadas, extractos de polen de olivo de variedades con baja/nula reactivi-
dad, extractos de polen de olivo de variedades irrelevantes, extractos de polen de olivo de variedades de otras áreas
geográficas muy alejadas al área geográfica por donde se mueve el sujeto, etc.).
Preparación de vacunas personalizadas para inmunoterapia
Una vez establecido el diagnóstico con la mayor precisión posible, se personalizaría la composición de la vacuna
correspondiente para aquellos pacientes en los que la inmunoterapia sea el tratamiento de elección de acuerdo a pa-
rámetros médicos bien definidos (e.g., imposibilidad de aislamiento físico frente al agente alergénico, mantenimiento
de los síntomas incluso en pacientes tratados con medicamentos, prevención de la aparición o exacerbación de asma,
etc.). Dichas vacunas deberían contener el número adecuado de unidades comparativas totales de potencia inmuno-
lógica, aunque repartidas proporcionalmente para cada uno de los extractos de polen de olivo correspondientes a las
variedades definidas de olivo causantes de la alergia para cada paciente en base a la reactividad de éste a los tests y
pruebas realizados con fines diagnósticos. El protocolo de inmunoterapia seguiría las recomendaciones ya establecidas
para extractos de polen de olivo comerciales, de los que ya se posee amplia experiencia clínica.
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Por tanto, el empleo del kit de la invención en la elaboración de vacunas personalizadas, específicas según diag-
nóstico, de hiposensibilización frente a alérgenos del polen de olivo de variedades definidas de olivo, constituye un
aspecto adicional de esta invención. Dichas vacunas comprenden uno o una mezcla de extractos de polen de variedades
definidas de olivo junto con uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables con el fin de tratar dicha alergia al
polen de una o varias variedades definidas de olivo. Dicha mezcla de extractos de polen de variedades definidas de
olivo incluirá las cantidades terapéuticamente apropiadas de cada uno de los extractos constituyentes de dicha mezcla;
es decir, dichas vacunas contienen el número adecuado de unidades comparativas totales de potencia inmunológica,
repartidas proporcionalmente para cada uno de los extractos de polen correspondientes a las variedades definidas de
olivo causantes de la alergia para cada paciente en base a la reactividad de éste a los tests y pruebas realizados con fines
diagnósticos. Adicionalmente, dicha vacuna puede contener, uno o más extractos alergénicos de otras fuentes distintas
a polen de olivo que hayan sido prescritas por el especialista, y/o un adyuvante farmacéuticamente aceptable dando
lugar a una vacuna “mixta” o “multivalente”. A modo ilustrativo, no limitativo, dicha vacuna mixta puede contener,
además del extracto o mezcla de extractos de polen de variedades definidas de olivo, uno o más alérgenos diferentes,
por ejemplo, uno o más extractos alergénicos de pólenes (e.g., extractos alergénicos de gramíneas, cupresáceas, che-
nopodiáceas, oleáceas distintas a O. europaea, platanáceas, etc.), uno o más extractos alergénicos de ácaros, etc., así
como combinaciones de dichos extractos alergénicos de pólenes y de ácaros; de este modo, pueden diseñarse vacunas
mixtas personalizadas, elaboradas “a medida” de lo que necesita el sujeto en tratamiento, por ejemplo, vacunas mixtas
que comprenden, además del extracto o mezcla de extractos de polen de variedades definidas de olivo, uno o más ex-
tractos alergénicos de ácaros, o vacunas mixtas que comprenden, además del extracto o mezcla de extractos de polen
de variedades definidas de olivo, uno o más extractos alergénicos de pólenes (e.g., gramíneas, ciprés, etc.), o vacunas
mixtas que comprenden, además del extracto o mezcla de extractos de polen de variedades definidas de olivo, uno o
más extractos alergénicos de ácaros y uno o más extractos alergénicos de pólenes (e.g., gramíneas, ciprés, etc.), etc.
En una realización particular, dichas variedades definidas de olivo proceden de una o varias áreas geográficas
determinadas (en general, dichas áreas geográficas serán las correspondientes a las áreas geográficas por donde habi-
tualmente se mueve el sujeto en necesidad de tratamiento).
Dicha vacuna puede ser administrada por cualquier vía apropiada (e.g., oral, subcutánea, tópica, etc.), para lo
cual se utilizarán los excipientes y vehículos farmacéuticamente aceptables necesarios para la formulación de la for-
ma farmacéutica de administración elegida. Una revisión de las distintas formas farmacéuticas de administración de
fármacos y de su preparación puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Faulí i Trillo, 1ª
Edición, 1993, Luzán 5, S.A. de Ediciones. A modo ilustrativo, no limitativo, dicha vacuna puede encontrarse en forma
de soluciones inyectables, formas farmacéuticas adecuadas para su administración sublingual, polvos, gránulos, per-
las, comprimidos, cápsulas, jarabes, emulsiones, supositorios, colirios, nebulizaciones, aerosoles, cremas, liposomas,
geles, etc.
Los siguientes ejemplos ilustran la invención y no deben ser considerados en sentido limitativo de la misma.
Ejemplo 1
Caracterización de heterogeneidades en la composición de alérgenos en polen de olivo de diferentes variedades
La riqueza del gennoplasma del olivo (alrededor de 150 cultivares diferentes en la Comunidad de Andalucía, 250
en España y 3.000 en el mundo) hizo pensar a los inventores en la presencia de heterogeneidades importantes tanto
en la composición cuantitativa como cualitativa de alérgenos de polen de olivo en las distintas variedades de olivo.
Con objeto de analizar dichas diferencias en las variedades Picual, Loaime, Lucio, Frantoio, Gordal, Manzanilla,
Arbequina, Hojiblanca, Picudo y Lechín, se utilizaron técnicas de SDS-PAGE e inmunoblots que se ensayaron con
anticuerpos monoclonales específicos frente a Ole e 1, el alérgeno mayoritario del polen de olivo (Figura 1), así como
sueros crudos de pacientes alérgicos. También se han realizado diferentes tests clínicos para determinar la reactividad
de diversos pacientes con alergia diagnosticada al polen del olivo frente a extractos proteicos crudos de polen de las
diez variedades de olivo previamente mencionadas mediante tests SPT. Los resultados se recogen en las Figuras 1, 2 y
3.
Los resultados obtenidos arrojan las siguientes conclusiones:
1) se han detectado importantes diferencias en diez variedades de olivo de distintos orígenes y distribución regional
en cuanto a los niveles del alérgeno mayoritario Ole e 1; los valores relativos de alérgeno oscilan entre un 100% para la
variedad con mayores niveles de proteína alergénica (Lechín de Granada) y un 17,9% en la variedad Gordal Sevillana
(Figura 1);
2) la reactividad media a SPT de los pacientes alérgicos frente a extractos proteicos de cada variedad es también
muy variable y ofrece una cierta correlación con los niveles absolutos de alérgeno mayoritario Ole e 1 presentes en
cada una de ellas (Figura 1);
3) en un gran número de casos, los pacientes muestran reactividad exacerbada frente a extractos de ciertas varieda-
des en particular (Figura 2) con independencia de los niveles cuantitativos de alérgeno mayoritario presentes en dichas
variedades; y
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4) en un 10% de los pacientes sometidos a inmunoterapia prolongada con vacunas comerciales no aparece re-
actividad a los extractos de polen de olivo de kits de diagnóstico comerciales, aunque se mantiene una importante
reactividad frente a extractos de ciertas variedades (Figura 3).
Ejemplo 2
Paciente hombre, de 46 años de edad, nacido y residente en Granada con historial de rinitis y conjuntivitis estacio-
nal, diagnosticado de asma bronquial mediante espirometría y test de broncodilatador. Tras supresión de tratamiento
antihistamínico, el paciente es sometido a pruebas de SPT con un kit experimental que contiene un conjunto de ex-
tractos de polen de olivo, individualizados, estandarizados, en donde cada uno de dichos extractos de polen de olivo
es un extracto de polen de olivo procedente de una variedad definida de olivo diferente y está separado del resto de
extractos de polen de olivo. Dicho conjunto de extractos de polen de olivo incluye los extractos de polen de olivo
más comunes en la región donde habitualmente reside y trabaja el paciente y, en particular, los extractos de polen de
olivo correspondientes a las variedades dominantes en Andalucía (Picual, Hojiblanca, Lechín de Sevilla, Manzanilla
de Sevilla, Verdial de Huevar, Gordal Sevillana, Verdial de Velez-Málaga, Aloreña, Lechín de Granada, Manzanilla
Prieta) así como las variedades secundarias de la comarca granadina “La Vega” (Lucio, Loaime y Cornezuelo). La
estandarización de dichos extractos ha sido realizada previamente en base a estudios de SDS-PAGE, CRIE y ensa-
yos clínicos, cuantificándose su contenido en alérgeno mayoritario Ole e 1 en 50 µg/ml y su potencia inmunológica
en 100 BU (biological units)/ml. El test SPT así realizado muestra reactividad positiva valorada según la siguiente
tabla:
El paciente es considerado candidato a inmunoterapia en base a la imposibilidad de aislamiento físico de la fuente
alergénica, la baja respuesta a tratamiento farmacológico y el aumento progresivo de los síntomas. El estudio de
reactividad a SPT sugiere la siguiente composición de extractos para el tratamiento, a partir de extractos concentrados
de cada uno de las variedades:
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La pauta de administración de la inmunoterapia se realiza según patrones establecidos por el Subcomité de Inmu-
noterapia de la EAACI, hasta llegar a dosis de mantenimiento según la tolerancia del paciente.
Tras cuatro años de tratamiento, el paciente manifiesta una mejora subjetiva, corroborada mediante nuevo SPT
con un kit que contiene un conjunto de extractos de polen de olivo, individualizados, estandarizados, de las diferentes
variedades definidas de olivo más comunes en la región donde habitualmente reside y trabaja el paciente, observándose
una disminución de la reactividad en todas las variedades testadas.
Ejemplo 3
Paciente hombre, 36 años. Diagnóstico principal: rinoconjuntivitis y asma bronquial extrínseco por sensibilización
a polen de olivo en base a test cutáneo comercial (olivo ++++, sin otra reactividad relevante) utilizando una mezcla
de extractos de polen de olivo procedentes de diferentes variedades de olivo. Actualmente en 4º año de Inmunoterapia
bien tolerada con vacuna personalizada compuesta de extractos de polen de olivo de variedades indeterminadas. El
tratamiento se ha realizado siguiendo estrictamente las pautas recomendadas por el fabricante. Clínicamente estable
y subjetivamente mejorado, aunque mantiene síntomas de vías aéreas superiores. No presenta disnea de esfuerzo.
Precisa broncodilatadores ocasionalmente y presenta alteraciones del descanso nocturno, especialmente en épocas de
elevado contenido polínico en la atmósfera (Marzo-Junio). Asintomático el resto del año.
Un nuevo test cutáneo mediante kit de diagnóstico comercial (basado en una mezcla de extractos de polen de olivo
procedentes de diferentes variedades de olivo) revela una disminución significativa de la respuesta a extractos de polen
de olivo (+) y ausencia de reactividad significativa a otros aeroalérgenos. Sin embargo, un test cutáneo (SPT) utilizando
un kit experimental que contiene un conjunto de extractos de polen de olivo, individualizados, estandarizados, en donde
cada uno de dichos extractos de polen de olivo es un extracto de polen de olivo procedente de una variedad definida
de olivo diferente y está separado del resto de extractos de polen de olivo. Dicho conjunto de extractos de polen
de olivo incluye los extractos de polen de olivo de variedades localmente bien representadas [correspondientes a las
variedades dominantes en Andalucía (Picual, Hojiblanca, Lechín de Sevilla, Manzanilla de Sevilla, Verdial de Huevar,
Gordal Sevillana, Verdial de Velez-Málaga, Aloreña, Lechín de Granada, Manzanilla Prieta) así como a las variedades
secundarias de la comarca granadina “La Vega” (Lucio, Loaime y Cornezuelo)] muestra aún hiperreactividad (++++)
a los extractos de polen de los cultivares Loaime y Manzanilla de Sevilla, aunque reactividad prácticamente nula al
resto de extractos testados. Tras prolongación del tratamiento de inmunoterapia con una vacuna personalizada (50%
de cada uno de los dos extractos reactivos) durante dos años consecutivos, no se hizo necesaria la aplicación de
broncodilatadores en ningún momento.
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REIVINDICACIONES
1. Perfeccionamientos introducidos en el objeto de la solicitud de patente española nº P200100995 por “Kit para el
diagnóstico de hipersensibilidad frente a alérgenos del polen del olivo y su utilización”, caracterizados porque dicho
kit comprende, al menos, un extracto de polen de olivo individualizado, en donde cada uno de dichos extractos de
polen de olivo procede de una variedad definida de olivo diferente y está separado del resto de extractos de polen de
olivo.
2. Un kit que comprende, al menos, un extracto de polen de olivo individualizado, en donde cada uno de dichos
extractos de polen de olivo procede de una variedad definida de olivo diferente y está separado del resto de extractos
de polen de olivo.
3. Kit según la reivindicación 2, en el que dichos extractos de polen de olivo individualizados están estandarizados.
4. Kit según la reivindicación 2, en el que los extractos de polen de olivo individualizados proceden de diferentes
variedades definidas de olivo presentes en una determinada área geográfica.
5. Kit según la reivindicación 2, en el que los extractos de polen de olivo individualizados proceden de variedades
definidas de olivo dominantes de un área geográfica determinada y, si se desea, de variedades de olivo secundarias de
dicha área geográfica.
6. Empleo de un kit según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en un método in vivo o in vitro para diagnosticar
la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo.
7. Empleo según la reivindicación 6, en el que dicho método in vivo para diagnosticar la alergia al polen de olivo
de una variedad definida de olivo en un sujeto comprende el empleo de pruebas de tipo Skin Prick Test (SPT), pruebas
intradérmicas, o pruebas de provocación nasal, oral, bronquial o conjuntival.
8. Un método in vitro para diagnosticar la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto,
que comprende determinar, en una muestra biológica de dicho sujeto, el título de IgE frente a alérgenos presentes en
cada uno de los extractos de polen de olivo contenidos en un kit según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5.
9. Método según la reivindicación 8, que comprende la realización de pruebas in vitro seleccionadas entre inmu-
noblots, inmunodots, inmunoensayos quimioluminiscentes, RIST [radioimmunosorbent test (ensayo de radioinmu-
noabsorción)], PRIST [paper radioimmuno-sorbent test (ensayo de radioinmunoabsorción en papel)], RAST [radioa-
llergosorbent test (ensayo de radioalergoabsorción)], ELISA (ensayo de inmunoabsorción con enzima ligada), RIA
(radioinmunoensayo), FEIA [fluorescent enzyme immune assay (inmunoensayo enzimático fluorescente)], determina-
ción de la activación de células T, activación de basófilos, liberación de histamina, y combinaciones de las mismas.
10. Un método in vitro para (i) determinar la evolución del curso de la alergia al polen de olivo de una variedad
definida de olivo en un sujeto, o para (ii) evaluar la eficacia de un tratamiento contra la alergia al polen de olivo de una
variedad definida de olivo en un sujeto, que comprende determinar, en una muestra biológica de dicho sujeto, el título
de IgE y el título de IgG, frente a alérgenos presentes en cada uno de los extractos de polen de olivo contenidos en el
kit de la invención.
11. Empleo de un kit según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en un método in vitro para (i) determinar la
evolución del curso de la alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto, o para (ii) evaluar la
eficacia de un tratamiento contra alergia al polen de olivo de una variedad definida de olivo en un sujeto.
12. Empleo de un kit según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la elaboración de vacunas personalizadas,
específicas, de hiposensibilización frente a alérgenos del polen de olivo de variedades definidas de olivo.
13. Empleo según la reivindicación 12, en el que dicha vacuna personalizada comprende, además de dicho conjunto
de extractos de polen de olivo individualizados, uno o más extractos alergénicos de una o más fuentes distintas a polen
de olivo.
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